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@ Verfahren zur Herstellung einer Losung hoher speziftscher Volumenaktivitat von einem Protein mit 

Gewebe-Plasminogenaktivator (t-PA)-Aktivitat, Losung, enthaltend Protein mit t-PA-Aktivitat und Verwendung 
der Losung in der Human- und Veterinarmedizin 

Bei der Herstellung von parenteralen Losungen zur Thera- 

pie und Prophylaxe von Thrombosen und Embolien war 

wegen derschlechten Loslichkeitdest-PAs bisherentweder 

die Infusion sehr gro&er Volumina erf orderlich, oder aber die 

Herstellung einer Losung mit geringem Volumen und hoher 

t-PA-Konzentration wurden durch Einstellen eines unphysio- 

logisch niedrigen pHs von 2 bis 5 erkauft. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur 

Herstellung einer Losung hoher speziflscher Volunnen-Akti- 

vttat von einem Protein mit Plasminogenaktivator-Aktivitat, 

wobei eine Stabilitats- und Loslichkeitserhohung durch den 

Zusatz von mindestens zwei Substanzen aus der Gruppe der 

D- und/oder L-Aminosauren, deren Saize, Derivate oder 

Homotoge erreicht wird. Weiterhin betrifft diese Erfindung 
^ ein Verfahren zur Pasteurisierung einer Proteinlosung mit t- 
^ PA-Aktivitat und eine nach dem beanspruchten Verfahren 
^ hergestellte t-PA-haltige Losung und die Verwendung die- 
0> ser Losung als Fibrinolytikum in der Human- und Veterinar- 
CD medizin. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung einer Losung hoher 
spezifischer Volumenaktivitat von einem Protein 
mit Gewebe-Plasminogenaktivator (t-PA)-Aktiyi- 5 
tat, dadurch gekennzeichnet, daB zum Losen min- 
destens zwei Substanzen aus der Gruppe der D- 
und/oder L-Aminosauren, deren Salze, Derivate 
Oder Homologe zugesetzt werden. 
Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 10 
zeichnet. daB mindestens zwei Substanzen. ausge- 
wahlt aus der Gruppe Lysin, Ornithin, Arginin, Di- 
aminopimelinsaure, Agmatin, Kreatim Guanidino- 
essigsaure, Acetylomithin, Citrullin, Argininober- 
steinsaure. Tranexansaure. f-Aminocapronsaure. 15 
bevorzugte Arginin- und Lysin, zugesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Arginin und Lysin, bevorzugt je- 
weils OfiOl bis 1 mol/1. besonders bevorzugt 0,01 bis 
Op mol/1, zugesetzt werdea 20 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB das Protein 
Gewebe-Plasminogenaktivator in der Ein- oder 
Zweikettenform oder eines seiner naturlich vor- 
kommenden. synthetisch oder gentechnologisch 25 
hergestellten Derivate ist und alleine oder in Kom- 
bination aus t-PA und einem seiner naturlich vor- 
kommenden synthetisch oder gentechnologisch 
hergestellten Derivate und/oder Pro-Urokinase 
Oder Urokinase in der Losung enthalten ist 30 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 4. dadurch gekennzeichnet. daB eine Losung 
mit einem Protein mit Plasminogenaktivator-Akti- 
vitat zuerst gegen eine gepufferte KSCN-Losung, 
anschlieBend gegen eine gepufferte Losung, enthal- 35 
tend Arginin und Lysin, dialysiert wird, vorzugswei- 
se zuerst gegen etwa 1.6 mol/1 KSCN in etwa 
0,05 mol/1 Tris-HQ pH 7, anschlieBend gegen 0,1 
mol/l Arginin, 0,1 mol/l Lysin pH 7. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 40 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung 
der uberstand einer Zellkultur ist 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB die Losung auf 
pH 5 bis 10, bevorzugt pH 6 bis 8 eingestellt wird 45 

8. Verfahren nach mindestens einem der AnsprUche 
I bis 7, dadurch gekennzeichnet daB die proteinhal- 

- tige Losung pasteurisiert wird 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennr 
zeichnet daB die Pasteurisierung bei pH 5 bis 10 so 
durch eine ein- bis 60-stundige Inkubation bei 40°C 
bis 90'*C durchgefuhrt wird 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Pasteurisierung bei pH 6 bis 8 
durch 6- bis 15-stundige Inkubation bei 50**C bis 55 
70** C durchgefuhrt wird 

11. Verfahren nach Anspruch 10. dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Pasteurisierung bei pH 6,5 bis 7,5 
durch 10 Stunden Inkubation bei 60**C durchge- 
fuhrt wird „ 60 
\Z Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che I bis 11. dadurch gekennzeichnet daB der Lo- 
sung zusatzlich ubliche, pharmazeutisch vertragli- 
che, stabilisierende und/oder puffernde Substanzen 
zugefiigt werden. 65 
13. Verfahren nach Anspruch 12. dadurch gekenn- 
zeichnet daB Saccharose und/oder Sorbit bevor- 
zugt 0,2 bis 2 kg/l, zugesetzt werden. 



14. Verfahren nach mindestens einem der Aiispru- 
che 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet daB die pro- 
teinhaltige Losung lyophilisiert wird 

15. Losung. enthaltend Proteine mit t-PA-Aktivitat. 
hergestellt nach dem Verfahren gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 14, gekennzeichnet durch eine spe- 
zifische Volumen-Aktivitat von mehr als 
5xlO«U/mL ^ , 

16. Losung nach Anspruch 15. dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Aktivitat nach der Pasteurisierung 
im wesenriichen erhalten bleibt 

17. Verwendung der Losung nach einem der An- 
spruche 15 Oder 16 in der Human- oder Veterinar- 
medizin. 

18. Verwendung der Losung nach einem der An- 
spruche 15 Oder 16 als Fibrinolytikum. 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft «n Verfahren zur Herstellung 
einer Losung hoher spezifischer Volumenaktivitat yon 
einem Protein mit Plasminogenaktivator-Aktivitat eme 
gemaB dem beanspruchten Verfahren hergesteUte Lo- 
sung und die Verwendung dieser Losung in der Human- 
und Veterinarmedizin. 

Der Organismus verfUgt uber zwei im Gleichgewicht 
stehende Systeme. urn sich sowohl vor Blutverlust als 
auch vor Thrombosen zu schiitzen: Das Gerinnungssy- 
stem und das fibrinolytische System. Das Zusanunen- 
spiel zwischen beiden gewahrieistet daB zunachst ^r 
Blutstillung unlosliche Fibrinpolymere entstehen. die 
wahrend der Wundheilung durch den lytischen Vorgang 
der Fibrinolyse wieder abgebaut werden. 

Thrombin und Plasmin stellen die Schlusselenzyme 
beider Systeme dar. Unter physiologischen Bedmgun- 
gen steht das dynamische Gleichgewicht zwischen dem 
Gerinnungs- und Fibrinolysesystem unter Kontrolie der 
thromboplastischen Aktivitat von Thrombm und der 
tiirombolytischen Aktivitat von Plasmin. ^im Glmchge- 
wicht tragen die jeweiligen Inhibitoren bei Ein Oberge- 
wicht eines der beiden Systeme kann fatale Folgen ha- 
ben, namiich sowohl Blutungen und Thrombosen als 
auch GefaBschaden. . . 

Das thrombolytisch wirksame Plasmin 1st eme relauv 
unspezifische. trypsinahnliche Serinprotease. Es wird m 
Form eines inaktiven Vorlaufers. des Plasminogens, syn- 
thetisiert Plasminogen zirkuUert als inaktiver Vorlaufer 
im Blut und wird erst auf bestinunte Reize hin aktiviCTt 
Die Umwandlung von Plasminogen in Plasmm wird 
durch Plasminogenaktivatoren katalysiert 

Die Aktivierung des Plasminogens kann durch vier 
verschiedene Plasrainogenaktivator-Systeme gesche- 
hen: 

1. Ein Faktor XII abhangiges System. 

2. einen aus Streptokokken isolierten Plasminogen- 
aktivator. die Streptokinase, 

3. Gewebe-Plasminogenaktivator (t-PA) und 

4. urinaren Plasminogenaktivator (u-PA bzw. Uro- 
kinase). 

Der Aktivierung Qber das Faktor Xll-abhangige Sy- 
stem kommt nur eine untergeordnete physiologische 
Bedeutung zu. Der bakterielle Plasminogenaktivator 
Streptokinase ist zwar nach wie vor von groBer thera- 
peutischer Bedeutung. hat jedoch. ebenso wie der urina- 
re Plasminogenaktivator Urokinase, den Nachteil, daB 
er nach Applikation bzw. Freisetzung im gesamten Ge- 
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faflsystem wirksam ist. dh, nicht nur am Zielort zu Proteinemit t-PA-Aktivitathat.Gleichzeitigkanndun^ 

einer Aktivierung des Plasminogens fuhrt Der Gewebe- Kombination mehrerer dieser Substanzen erne erhohte 

Plasminogenaktivator scWiefllich ist ein in vielen Gewe- Loslichkeit des Proteins beobachtet werdea Beide Ef- 

ben und GewebeflOssigkeiten vorhandenes Protein, das fekte sind in ihrer Auspragung voUkommen unerwartet 

erst nach BIndung an Fibrin seine voile fibrinolytiscbe 5 Sowohl die Erhohung der Stabihtat ais auch die Steige- 

Aktivitat entfaltet Die Plasminogenaktivierung durch rung der Loslichkeit beruhen offenbar auf einen Syner- 

t-PA ist somit eine spezifisch nor am Zielort ablaufende gismus der Einzelwirkungen. 

Reaktion, die nicht die Gefahr euier gleichzeitigen un- Die erfmdungsgemaBen Substanzen, z. B. Lysm, Or- 

spezifischen Proteolyse anderer Plasmaproteine mit nithin, Arginin. Diaminopimelinsaure. Agmatin, Kreaun. 

sichbringt JO Guanidinoessigsaure, Acetylomithm, CitruUin, Argmi- 

Eine Unterfimktion des fibrinolytischen Systems, nobemsteinsaure. Tranexansaure. c-Aminocapronsaure, 

gleich welcher Genese. kann zu GefaBverschlQssen sind hervorragend zur Formulierung von zur Infusion 

durch Thrombusbildung fuhrea Die Folgen solcher bestimmten Losungen geeignet Ein ihnen alien gemem- 

Hiromben sind zum Beispiel Herzinfarkte. Lungenem- sames Merkmal ist die Anwesenheit emer basischen 

bolien oder auch Schlaganfalle. In der Prophylaxe und 15 Gruppierung in Form einer Amino- und/oder emer 

Therapie vieler auf Minderfunktion des fibrinolytischen Guanidinogruppe. 

Systems beruhender Erkrankungen spielt die Applika- AIs besonders geeignet zur Herstellung emer Losung 

tion von Plasminogenaktivatoren eine bedeutende Rol- hoher spezifischer Volumenaktivitat von emem Protein 

le. Idealerweise soUte der applizierte Plasminogenakti- mit Plasminogenaktivator-Aktivitat hat sich erne Kom- 

vator eine nebenwirkungsfreie, fibrinspezifische Lyse- 20 bination von Arginin und Lysm, bevorzugt 0,001 bis 

therapie erlaubea Diese Anforderung kann nur von 1 mol/L besonders bevorzugt 0,01 bis O^molA erwie- 

t-PA erfiUlt werden. da t-PA-Aktivierung, wie bereits sea So konnte z. B. gezeigt werden, daB die t-PA-Akti- 

erwahnt, von der Bindung an Fibrin abhangt t-PA aus vitat in einem Zelikuhuruberstand nach 5-tagiger Inku- 

animalen ZeUen in therapeutisch ausreichenden Men- bation bei auf 31% des Ausgangswertes gesun- 

gen produziert werdea t-PA hat jedoch, genau wie Uro^ 25 ken war, wahrend der Zusatz von 0,1 mol/I Arginm und 

kinase, im menschlichen Korper eine Halbwertzeit von 0.1 mol/1 Lysin zu emer paraUelen Probe nach gleicher 

nur 3 bis 8 Minutea Daraus folgt. daB eine stete und Inkubationsdauer zu emem Aktivitatsruckgang von nur 

kontinuierliche t-PA-Zufuhr ermoglkht werden muB, 5%fuhna i...^. ^ 

z. B in Form einer intravaskularen Infusioa Gleichzei- Der stabilitatsfordernde und Loshchkeitserhohende 

tig muB das Volumen der zugefuhrten Hiissigkeitsmen- 30 EinfluB der erfindungsgemaBen Substanzen konnte so- 

ge mogUchst gering gehalten werden, urn Patienten mit wohl fur den Gewebe-Plasminogenaktivator in seiner 

Hera- Oder Niereninsuffizienz nicht zusatzlich zu bela- Ein- oder Zwei-Kettenform als auch fur naturlich vor- 

stea Fur die Formulierung von t-PA-haltigen. physiolo- kommende, synthetisch oder gentechnologisch herge- 

gisch vertraglichen parenteralen Ldsungen muB daher stellte Derivate oder auch Kombmationen von t-PA und 

eine mogiichst hohe spezifische VolumenaktivitSt gefor- 35 einem seiner natiirlich vorkommenden synthetisch oder 

dert werdea gentechnologisch hergestellten Denvaten und/oder 

Unter den in EP-A 1 56 169 beschriebenen Bedingun- Pro-Urokinase oder Urokinase beobachtet werdea 
gen konnen durch Zusatz von Lysin oder Ornithin t-PA- Die Isolierung des t-PAs oder eines Protems rait glei- 
Konzentradonen von 3000 bis 50000U/ml erreicht cher Aktivitat kann nach ubhchen Methoden durchge- 
werdea Bei der erforderlichen therapeutischen Dosie- 40 fOhrt werdea GegebenenfaDs wurd das Protem mit 
rung ergabe sich daraus eine extreme Flussigkeitszu- t-PA-Aktivitat vorerst durch Dialyse gegen erne gepuf- 
fuhr Der Zusatz von Lysin oder Ornithin. wie er in der ferte Losung eines chaotropen Agenzes, z. B. KSCN. m 
europaischen Patentanmeldung EP 1 56 169 beschrie- Losung gebracht. in diesem Zustand auf die gewun«:hte 
ben isTkann nicht zu therapeutisch sinnvoll anwendba- t-PA-Koazentration konzentriert und anschlieBend ge- 
ren t-PA-haltigen Losungen fflhrea 45 gen eine mindestens zwei der erfmdungsgemaBen Sub- 
In der DE-OS 36 17 753 werden t-PA-Losungen be- stanzea bevorzugt Arginin und Lysin enthaltende. ge- 
schrieben. in denen durch eine Emiedrigung des pH- pufferte Losung dialysiert Beispielsweise wird dabei ei- 
Wertes auf 2 bis 5 t-PA-Konzentrationen von bis zu ne Losung mit einem Protem mit Plasminogenaktivator- 
5 000 000 U/ml erreicht werdea Dadurch wird zwar ei- Aktivitat zuerst gegen etwa 1.6 mol^ KSCN m etwa 
ne therapeutisch vertretbaret-PA-Konzentration in der 50 0.05mol/l Tris-HCl pH7 und anschheBend gegen je- 
Losung erzielt. gleichzeitig jedoch die Infusion einer weUs 0.1 mol/1 Arginm und Lysm m 0,05 raol/l Tns-HCl 
Losung mit krass unphysiologischem pH-Wert in Kauf pH 7 dialysiert - r» j ^ t^c 
genommea Die Applikation solcher Losungen fuhrt un- Ebenso aber konnen die die Stabilitet fordemden Ef- 
weigerlichzuHautirritationenundGefaBschadeninder fekte durch direkten Zusatz der erfmdungsgemaBen 
Nahe der InfusionssteUe. 55 Substanzen zum Oberstand einer Zellkultur emelt wer- 
Aufgabe der vorUegenden Erfindung war es daher, dea Die Oberstande von erfindungsgemaB behandelten 
ein Verf ahren zur Verfugung zu stellen. das die Herstel- Zellkulturen f uhren zur Isolierung von Proteinen mit 
lung hochkonzentrierter parenteral applizierbarer, phy- t-PA-Aktivitat. deren spezifische Aktivitat im Vergleich 
siologisch vertraglicher L5sungen eines Proteins mit zu Kontroltseren um ein Dreifaches erhoht ist 
t-PA-Aktivitat erlaubt 60 Die stabilitats- und loslichkeitsfdrdemden Effekte der 
Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost. erfindungsgemaBen Substanzen sind uber einen weiten 
daB zur Losung mindestens zwei Substanzen aus der Bereich pH-unabhangig. Der pH der entspr^chenden 
Gruppe der D- und/oder L-Aminosauren. deren Salze. proteinhaltigen Losung kann zwischen 5 und 10 liegen 
Derivate oder Homologe zugesetzt werdea und betragt bevorzugt 6 bis a 

Es hat sich Uberraschenderweise gezeigt. daB der Zu- 65 Oblicherweise werden zu parenteralen Apphkation 

satz von mmdestens zwei Substanzen aus der Gruppe bestimmte LSsungen filtersterilisiert, weil viele der bio- 

der D- und/oder I^Aminosauren, deren Salze, Derivate logisch aktiven Molekule durch Pasteurisierung zerstort 
Oder Homologe einen stabDitatsfordernden EinfluB auf werden wQrden. Bei filtersterilisierten Produkten kann 
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jedochdieAnwesenheitvonVirennievollkomnienaus- '<>rP-P;'';^;„^^S^^^^ 

^e^ossen werden. wie die SV "-"iit " D?e SjS-ie^Lasung eignet sich fnr die 

Pockenschutzimpfung oder die Ubertragung Mas uic und der Veterinarmedizin 

Der stabilisierende Effekt der erfindungsgemaBen %5 R-ieniel f 

SubstanzenistvonderArtderPasteurisieningweitge- oeispici 

hend anabhangig.So kanndie Pasteunsiei^g to nrnduzierende CHO-Zellen (Chinese Hamster 

bisiodurcheinel-b^e^swnc^^^^^^^ O J;^Tw^S "Jf S Ws mU^^ 

peraturen zwuichen 40°C und 90 C durchgetunrt wer ^ ^^Tg„ti^tend 5% Rinderserum. geziichtet Die ZeU- 
ZweckmaBigerweise wird die Pasteurisierung jedoch ''"^"™be7tande w«^^^^ 24 Std. geemtet 

bei nahezu p^ysiologischem pH. f -^schen pH 6 -dd"rch^nsd^^.^^^^^^ ^ 
und pH 8. durch 6- bis 16-«fi"d.ge Inlaitotion to Tem- Abwesenheit von 0.1 mol/1 

eO-Cinkiibiertwird. . besummt 

Die proteinhaltiige Losung kann gegebenenfaUs mit . 

weiteren Zusitzen, Z.B. Mono- Oder Disacchanden. 30 p^jjg^jg^ Aktivit5tm% , ^ 

Zuckeralkoholen. gegebenenfaUs audi anderenBegleit- ,nkubatkm Zellkulturuberstand ZellkuJhu^berstand 
komponenten. wie beispielsweise Albuminen. Gelatine. ^^oq ohneArg.Lys WmoV^Arg 

Haemccel. Natriumchlorid, Calciumchlorid, Heparin, (Tage) +o.linol/iLys 

ETDA, Glycin oder Detergenzien versetzt werden. Der 

ZusatzdieserBegleitkomponenteninphysiotogischver- 35 jOO 
trSglichen Mengen dient Z.B. der StabUisierung, der 7 55 98 

Pufferung des Systems, der Inhibierung von Proteasen. .1 

derEmiedrigungderOberflachenspannungundderRe- "1 ^ 96 

gulierungderOsmolaritat . • a 35 96 

Der Zusatz von Saccharose oder Sorbit hat emen 40 ^ 95 
weiteren stabOitatsfonlemden Effekt to der Pasteun- & 

sierung. So kann der nach einer Pasteurisierung verblei- c^^^hnisse zeieen eindeutig, daB der Anteil akti- 

bende Anteil aktiver Molekule in einer Glycm-g^uffer- ^ jJ^J^^'Se^SS Zellkulturuberstand 
ten t-PA-Losung. die e 0.5 mol/1 Argmin und Lyan ent- " ^•"^_'^^ht d. h, dafl die spezifische 

halt, von rund 81 r->r-\^^^ ^^^^IV^^^^fS^ ZSm£ZS^M^e^Prot.iJ^?P 
werden. Bevorzugt Bt dabe. em Zusatz von 0.2 b.s 2 kg ™atd«^n^^^^ ^^^^ 

Saccharose Oder Sorbit pro Liter. . .-v ^LThltrgr Im eifindungseemaB beha^^^^ 

Die Aktivitat von t-PA oder Proteinen mit gleicher ^rnte bet^gt Im e^^^ 
Wirkung.diegemaBdervorliegendenErf,ndungbehan- ^'J^'j^^ 
delt worden sind, bleibt auch nach Lyophilsation. ge- 50 '"^B"**^'!^^."'^^^:^^^ 

folgtvomAuflSsenin^eriU^ert^ SSSrohT ^SS^^^^ m6g- 

vorderAnwendung,erhalten. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kann erne hchwinL 
Proteinlosung mit t-PA-Aktivit5t hergestellt werden, 

deren spezifische Volumenaktivitat mehr als 55 oeispiei 
5xi06U/ml betragt Diese Kpnzentration gewahrlei- . p* haltiee Losung wurde gegen 1,6 mol/1 

stet eine problemlose Applikation auch bei konUnu.erl.- Erne t-JJ^-^fTr^^"^^^ amcUie- 
cher infusion fiber einen ISngereri Zeitraum^ Beim Pa- KSCN m O^.^j^" JfV* V^?^^ q j ^ol/l Lysin in 

hergestellter Losungen nach der Pasteurisierung im we- 65 keitsgrenze bei 0^ mg t-t'A/mL 
sentlichen erhalten bleibt Die erfindungsgemaBe waBri- 
ge ProteinlSsung mit t-PA- Aktivitat stellt das erste, 
durch Pasteurisierung sterilisierte Plasrainogenaktivi- 
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Eine t-PA-enthaJtende Losung wurde gegen 1,6 mol/l 
KSCN in 0»05 mol/l Tris, pH 7 A und anschlieBend gegen 
einen Puffer, enthaltend 0.05 mol/l Glycin, pH 7,0, sowie 5 
steigende Konzentrationen an Arginin und Lysin dialy- 
siert Wo angegeben, wurde die t-PA-haltige Ldsung mit 
0,5 bzw. 1 g/ml Saccharose versetzt Der pH-Wert der 
Losungen wurde auf 7 eingestellt Die Losungen wurden 
10 Std bei eO^'C erhitzt Die t-PA-Aktivitat wurde vor 10 
und nach Pateurisierung bestimmt 



Konzentration von Aktivitat nach Pasteurisierung (%) 
Arginin + Lysin Saccharose-Konzentration(g/ml) 
(mol/I) 0 03 1 
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0.001 


56,0 
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0,05 
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0.1 


71.3 


88.0 


88,0 


0.2 


o;2 


76,1 






0.5 


0^ 


80,7 


91.0 


96,3 


1,0 


1,0 


85,6 
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Die Tabelle zeigt, daB sowohl Saccharose als auch der 
Zusatz von Arginin und Lysin einen stabiiisierenden Ef- 
fekt auf den Plasminogenaktivator haben. Wahrend in 
einer Probe, der weder Saccharose noch Arginin oder 30 
Lysin zugeffigt worden sind, die Pasteurisierung die Ak- 
tivitat fast vollkommen zerstort, bleiben nach Zusatz 
von einem Gramm Saccharose/ml schon 68 Prozent der 
Ausgangsaktivitat erhalten. Dieser Wert kann durch 
Zusatz von Arginin und Lysin erheblich verbessert wer- 35 
den, so daB bei einer Kombination von 1 g/ml Saccharo- 
se imd je 0,5 moI/1 Arginin und Lysin 96 Prozent der 
Ausgangs-Z^tivitat erhalten bleiben, wodurch der Akti- 
vitatsveriust durch Pasteurisierung vemachiassigbar 
klein wird 40 



45 



50 



55 



60 



65 



- Leerseite - 



